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Используемые сокращения:
рчЭПО – рекомбинантный человеческий эритропоэтин;
ХПН – хроническая почечная недостаточность;
МНН – международное непатентованное название;
EPOR – рецептор эритропоэтина;
CD – кластер дифференцировки;
BFU-E – бурстобразующая эритроидная единица;
CFU-E – колониеобразующая эритроидная единица.
Введение
В Российской Федерации, по данным государст-
венного реестра лекарственных средств Министерства 
здравоохранения, зарегистрировано 14 препаратов 
рекомбинантного человеческого эритропоэтина (рчЭПО), 
7 из них – российские, а остальные разработаны за рубе-
жом [1]. Лекарственные средства этой группы входят 
в перечень жизненно необходимых и важнейших лекар-
ственных препаратов для медицинского применения [2]. 
За последние два десятилетия они были использованы 
более чем у миллиона пациентов [3], преимущественно 
с хронической почечной недостаточностью (ХПН) [4, 5, 
6]. Применение препаратов эритропоэтина позволяет 
устранить анемический синдром, уменьшить потребность 
в гемотрансфузиях, снизить инфекционную заболева-
емость, повысить качество жизни [7, 8, 9]. Препараты 
рекомбинантных эритропоэтинов человека являются 
одними из первых успешно применяемых в медицинской 
практике биотехнологических лекарственных средств. 
Для оценки их качества необходимы стандартные 
образцы, которые в настоящее время приходится заку-
пать за рубежом. Разработка отечественных стандартных 
образцов для оценки качества лекарственных средств 
является одной из приоритетных задач Научного центра 
экспертизы средств медицинского применения МЗ РФ 
[10]. Руководство по доклиническим исследованиям 
лекарственных средств при разработке стандартных 
образцов предусматривает соблюдение технических 
требований к оборудованию и средствам измерения, 
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количеству и однородности образцов, качеству стекла, 
консервантов и наполнителей, точности розлива, про-
цессам замораживания, лиофилизации, запайки ампул 
и др. [11]. При выборе кандидата в стандартный образец, 
предназначенного для контроля лекарственных препа-
ратов на основе эритропоэтина, необходимо учитывать 
его сложную структуру и особенности фармакокинетики 
и фармакодинамики. Однако в настоящее время общие 
принципы стандартизации фармакологической активно-
сти и, соответственно, методики оценки специфической 
активности эритропоэтина не разработаны.
Целью работы является изучение принципов стан-
дартизации фармакологической активности эритро-
поэтинов на основе анализа особенностей структуры, 
функции, механизма действия и фармакокинетики 
эритропоэтинов.
История изучения эритропоэтина насчитывает более 
ста лет. В 1906 году профессор медицины Поль Карно 
(Paul Carnot) и его помощница Клотильда Дефландр 
(Clotilde Deflandre) сформулировали идею гуморального 
регулирования эритропоэза. Термин «Эритропоэтин» 
был предложен Евой Бонсдорф (Eva Bonsdorff) и Евой 
Ялависто (Eeva Jalavisto) из Хельсинки в 1948 году 
[12]. Ген эритропоэтина был клонирован в 1983 году, 
а в 1985 году начались клинические исследования пер-
вого лекарственного препарата рчЭПО [13]. Несмотря на 
более чем столетнюю историю изучения эритропоэтина 
ежегодно публикуется более 800 статей, посвященных 
эритропоэтину, что указывает на интерес к данной теме 
и ее актуальность.
Структура, свойства и механизм 
действия эритропоэтина
Эритропоэтин – это цитокин, который регулирует 
эритропоэз, стимулируя созревание эритроцитов. 
Продолжительность жизни эритроцитов составляет 
100–120 суток, после чего они поглощаются макрофа-
гами в костном мозге, селезенке и печени. Эти потери 
восполняются новыми эритроцитами, которые проду-
цируются в костном мозге ежесекундно в количестве 
около 2,5 миллиона [14]. Основным местом синтеза 
эритропоэтина в эмбриональном периоде служит печень 
[15], в постнатальном – почки [16, 17], 10–15 % син-
тезируется гепатоцитами и эпителиальными клетками, 
окружающими центральные вены. Продукция эритро-
поэтина имеет обратную зависимость от парциального 
давления кислорода в крови [18].
Эритропоэтин представляет собой кислый гликопро-
теин, молекулярная масса которого зависит от степени 
гликозилирования молекулы. Протеиновая часть моле-
кулы эритропоэтина человека состоит из 165 аминоки-
слотных остатков с молекулярной массой 18,398 кДа 
[19], которые формируют четыре антипараллельные 
альфа-спирали [20] с двумя бета-складками и двумя вну-
тренними дисульфидными связями между цистеинами 
в положении 7–161 и 29–33 [21, 22], которые необхо-
димы для проявления биологической активности [23]. 
Белковая часть молекулы эритропоэтина является ста-
бильной структурой, а углеводная часть может меняться 
и достигать 39 % его молекулярной массы [24], при этом 
около 17 % всех углеводных компонентов приходится 
на сиаловую кислоту [25]. Гликозилирование приводит 
к образованию нескольких биологически активных 
форм эритропоэтина с различной молекулярной массой 
и биологической активностью. Структура олигосахарид-
ных цепей в рекомбинантном эритропоэтине зависит от 
клеток-продуцентов и условий их культивирования [19, 
26, 27]. В связи с этим лекарственные препараты рчЭПО, 
выпускаемые разными производителями, имеют отличия 
по степени гликозилирования, кроме этого в состав 
препарата входит несколько изоформ с различной 
степенью гликозилирования. Требования к процентному 
соотношению изоформ изложены в табл. 1.
Та б л и ц а  1
Требования Европейской фармакопеи к содержанию 
изоформ при определении подлинности эпоэтинов 
[28]
Наименование Содержание изоформ, %
Изоформа 1
Изоформа 2
Изоформа 3
Изоформа 4
Изоформа 5
Изоформа 6
Изоформа 7
Изоформа 8
0–15
0–15
1–20
10–35
15–40
10–35
5–25
0–15
Все это оказывает влияние на показатели качества, 
безопасность и эффективность применения данных пре-
паратов. Особенности гликозилирования эритропоэтина 
отражают в международном непатентованном названии 
(МНН) путем добавления к основному наименованию 
буквы греческого алфавита. В настоящее время сущест-
вует девять МНН (эпоэтины альфа, бета, гамма, дельта, 
эпсилон, каппа, омега, тета и дзета).
Тип и степень гликозилирования молекулы эритро-
поэтина влияют на фармакокинетику эритропоэтина, его 
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иммуногенные свойства, они важны для проявления его 
биологической активности в условиях in vivo. Сиаловые 
кислоты, входящие в состав углеводной части эритро-
поэтина, маскируют сахара, являющиеся антигенными 
детерминантами данного гликопротеина [29, 30, 31, 32]. 
При отщеплении сиаловых кислот концевым сахаром 
становится галактоза, такие белки поглощаются клет-
ками печени [33, 34] и не достигают клеток-мишеней, 
что влияет отрицательно на фармакокинетику препарата 
и в конечном счете на его эффективность. Чем больше 
сиаловых остатков в молекуле рчЭПО, тем дольше он 
циркулирует в организме. В условиях in vitro асиали-
рованный эритропоэтин обладает большей биологи-
ческой активностью по сравнению с сиалированным, 
что объясняется большей аффинностью связывания 
его с рецепторами [35]. Именно наличие нескольких 
изоформ с различной биологической активностью, не 
охарактеризованной в настоящее время в полном объ-
еме с точки зрения механизма действия, не позволяет 
использовать физико-химические методы для опреде-
ления специфической активности препаратов эритропо-
этина и приводит к отрицательной корреляции между 
результатами определения биологической активности 
методами in vivo и in vitro [36] без предварительного 
удаления асиалированного эритропоэтина [37]. Все эти 
данные указывают на существенную роль структуры 
углеводного компонента в молекуле эритропоэтина для 
проявления специфической активности in vivo. Кроме 
того, метод определения специфической активности 
препаратов данной группы должен максимально моде-
лировать механизм их действия при терапевтическом 
применении.
Эритропоэтины различаются по составу и структуре 
из-за отличий в технологии их получения у различных 
производителей, поэтому для оценки качества препара-
тов рчЭПО целесообразно использовать такие физико-
химические и биологические методы, которые позволили 
бы оценить потенциальное подобие или различие их 
фармакологической активности, то есть корреляцию 
результатов оценки каждого показателя и результатов 
доклинических исследований эффективности и безопас-
ности. Особое значение это приобретает при оценке 
качества препаратов рчЭПО, которые регистрируются 
как биоаналоговые (биоподобные) препараты, где необ-
ходимо подтверждение их структурно-функционального 
подобия референтному препарату, так как структурно-
функциональные особенности таких препаратов опре-
деляют их биологические свойства, фармакологическую 
активность, фармакокинетику, обеспечивая терапевти-
ческую эффективность и безопасность.
Биологические эффекты молекулы эритропоэтина 
осуществляются посредством связывания активного 
центра со специфическими мембранными рецепторами 
клетки-мишени. На сегодняшний день известно два типа 
рецепторов: гомодимер (EPOR) и гетеродимер, состо-
ящий из специфической субъединицы EPOR и CD 131, 
являющегося  -цепью для рецепторов цитокинов 
гранулоцитарно-макрофагального колониестимулирую-
щего фактора, интерлейкина 3 и интерлейкина 5 [38]. 
Проявление биологического действия эритропоэтина 
зависит как от типа рецептора, так и от клеток-мише-
ней. Клетками-мишенями для эритропоэтина являются 
бурстобразующая эритроидная единица (BFU-E) на 
поздних стадиях ее развития [39] и колониеобразующая 
эритроидная единица (CFU-E) [40, 41, 42]. Под действием 
эритропоэтина эти клетки начинают пролиферировать 
и дифференцироваться, а в его отсутствии – подвер-
гаются апоптозу [43, 44]. Кроме эритроидных предше-
ственников, рецепторы к эритропоэтину обнаружены 
на эндотелиальных клетках [45, 46], гладкомышечных 
клетках сосудов [47, 48], астроцитах, нервных клетках 
[49] и клетках плаценты [50, 51], клетках почек и сли-
зистой оболочки желудка. В связи с этим эритропоэтин, 
кроме его основного действия – стимуляции эритропо-
эза, обладает рядом других биологических эффектов. 
В организме ЭПО увеличивает количество предшест-
венников эндотелиальных клеток [52, 53], обладает 
нейропротективным и нейротрофическим действием, 
активирует митоген-активируемый протеинкиназный 
[54] и фосфатидилинозитол-3-киназный пути [47], 
которые опосредованно ингибируют апоптоз [55, 56]. 
Действие эритропоэтина на клетку прекращается после 
дефосфорилирования ЕРОR, далее комплекс ЕРО/ЕРОR 
интернализуется внутрь клетки. Около 60 % эритропоэ-
тина ресекретируется, а 40 % – подвергается протеосо-
мальной деградации внутри клетки. Предполагается, что 
это – основной механизм деградации циркулирующего 
эритропоэтина [57, 58].
Таким образом, выделяют три основных биологиче-
ских эффекта ЭПО: активация эритропоэза, стимуляция 
неоангиогенеза, блокирование апоптоза [59]. Кроме 
того, установлено, что ЭПО обладает нейропротектив-
ным и нейротрофическим действием. Плейотропность 
биологического действия эритропоэтинов повышает их 
значимость и расширяет спектр применения. Некоторые 
публикации указывают на то, что в ближайшем буду-
щем у препаратов рекомбинантных эритропоэтинов, 
вероятно, появятся новые показания к применению, 
связанные с их активностью, отличной от стимуляции 
эритропоэза.
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Разработка стандартных образцов 
эритропоэтина
У больных с анемией при ХПН лекарственные 
препараты эритропоэтина применяются практически 
пожизненно. В связи с этим качество препаратов 
данной группы особенно важно. Одним из основных 
показателей качества, эффективности и безопасности 
лекарственных препаратов рчЭПО является биоло-
гическая/специфическая активность. Точность ее 
оценки – необходимое условие обеспечения качества 
лекарственных препаратов, поскольку ошибка при 
установлении требований к препарату может отразиться 
на его эффективности и безопасности. В результате 
клинических исследований препаратов эритропоэтина 
было установлено, что их передозировка может при-
вести к гипертонии и тромбоцитозу с дальнейшим 
развитием ишемии, инфаркта миокарда, инсульта, 
тромбозов вен и артерий [60, 61].
При оценке качества препаратов рчЭПО по таким 
показателям, как количественное определение (спе-
цифическая активность, биологический метод in vivo), 
подлинность, димеры и высокомолекулярные родст-
венные соединения, сиаловые кислоты, необходимы 
стандартные образцы эритропоэтина [28], которые 
должны удовлетворять следующим принципам:
– структурно-функциональное подобие стандартизи-
руемым препаратам и международному стандартному 
образцу;
– сопоставимость фармакокинетических свойств 
с референтным препаратом [62];
– адекватность метода определения специфической 
активности механизму действия при терапевтическом 
применении препарата.
Выявленные общие принципы стандартизации фар-
макологической активности препаратов эритропоэтина, 
исходя из особенностей их структуры, функции, меха-
низма действия и фармакокинетики, могут составить 
методологическую основу разработки стандартных 
образцов.
В области обращения лекарственных средств принят 
следующий термин: стандартные образцы – вещества, 
посредством сравнения с которыми осуществляется 
контроль качества лекарственных средств с помощью 
физико-химических и биологических методов в целях 
подтверждения соответствия лекарственных средств 
требованиям нормативной документации, установлен-
ным при осуществлении государственной регистрации, 
и которые применяются для калибровки стандартных 
образцов производителя лекарственных средств, 
используемых для контроля качества и иных целей при 
обращении лекарственных средств [63, 64].
Необходимость в разработке стандартного образца 
для количественного определения биологической 
активности эритропоэтина появилась в 1959–1960 годах 
[65]. Учитывая сведения, представленные в публикациях 
[66–69], всю историю разработки стандартных образцов 
можно условно разделить на два этапа (рис. 1).
На первом этапе – с 1961 по 1990 год – природный 
эритропоэтин получали путем выделения из естест-
венных доступных источников (плазмы крови и мочи), 
основные трудности были связаны с его низким 
содержанием в биологических материалах. Стандартные 
образцы имели невысокую активность (10 МЕ/амп), 
и в качестве внутрилабораторных стандартов исполь-
зовали также препараты из плазмы овец и кроликов 
[66]. Этот этап разработки стандартных образцов ЭПО 
можно охарактеризовать как период сбора данных, 
отработки методики оценки биологической активности 
препаратов ЭПО.
Второй период – с 1990 года по настоящее время – 
характеризуется появлением рекомбинантной тех-
нологии, достижениями в области очистки белков, 
расшифровкой нуклеотидной последовательности гена, 
кодирующего молекулу эритропоэтина. Все это позво-
лило получить рекомбинантный белок эритропоэтина 
с более высоким значением биологической активности.
Появление препаратов на основе рчЭПО потребовало 
создания соответствующих стандартов. Так, в 1990 году 
в Национальном институте биологических стандартов 
и контроля (NIBSC) аттестован международный стандарт 
эритропоэтина человеческого рекомбинантного с актив-
ностью 86 МЕ/амп на основе эритропоэтина альфа [67]. 
В 2003 году аттестован 2-й международный стандарт 
эритропоэтина человеческого рекомбинантного с актив-
ностью 120 МЕ/амп. (2nd WHO International Standard for 
Erythropoietin, recombinant, 2nd IS), в 2012 году – 3-й меж-
дународный стандарт эритропоэтина рекомбинантного 
для количественного определения биологической актив-
ности (3rd WHO International Standard for Erythropoietin, 
recombinant for bioassay, 3rd IS). Активность этого стандарта 
составляла 1650 МЕ/амп. Второй период характеризуется 
увеличением удельной и, соответственно, специфиче-
ской активности стандартных образцов эритропоэтина. 
Возможно, таким образом проявляется новый принцип 
стандартизации.
При аттестации 3rd IS Фармакопейная конвенция 
США получила разрешение Национального института 
биологических стандартов и контроля использовать 
указанный стандарт в качестве фармакопейного.
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В результате совершенствования технологии производ-
ства и технической оснащенности аналитических исследо-
ваний стало возможным повысить требования к качеству 
препаратов и оценивать их по таким показателям, как 
содержание димеров и высокомолекулярных родствен-
ных соединений, сиаловых кислот и др. В связи с этим 
возникла необходимость разработки стандартного образца 
для оценки этих показателей. Первый такой стандарт был 
разработан в 1997 году, включен в Европейскую фарма-
копею как biological reference preparate (BRP) – European 
Pharmacopoeia Reference Standard Erythropoietin BRP 
и предназначен не только для определения специфической 
активности, но и для определения подлинности, содержа-
ния белка, димеров и высокомолекулярных родственных 
соединений, сиаловых кислот [68]. Данный стандарт, 
несмотря на то что был аттестован по международному 
стандартному образцу, состоял из равных количеств (50:50) 
эритропоэтина альфа и бета разных производителей, 
в отличие от международного стандартного образца, 
который содержит только эритропоэтин альфа.
Позднее Европейский директорат принял реше-
ние о разделении функций стандартных образцов. 
В 2014 году аттестованы два стандартных образца: 
стандартный образец эритропоэтина BRP 4 (Erythropoietin 
BRP 4, 15 mg, E1515000) для оценки биологической 
активности и новый сертифицированный стандартный 
образец эритропоэтина для оценки физико-химических 
показателей (Erythropoietin for physico chemical tests CRS 
batch 1, Y0001725) [69].
В России также разрабатывались стандартные 
образцы эритропоэтина, нормативным документом 
для них являлась временная фармакопейная статья, 
затем фармакопейная статья, срок действия которых 
в настоящее время закончился: эритропоэтин – стан-
дартный образец (эпоэтин бета) по ФС 42-0190-06 [70], 
рэпоэтин-СП – стандартный образец (эпоэтин альфа) 
по ФС 42-0111-06 [1]. В связи с этим разработка оте-
чественного фармакопейного стандартного образца 
эритропоэтина является актуальной задачей.
Рис. 1. Этапы разработки стандартных образцов эритропоэтина
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Заключение
В настоящее время в РФ нет национальных стан-
дартных образцов эритропоэтина как для определения 
биологической активности, так и для оценки физико-
химических показателей. Поэтому для оценки качества 
указанных препаратов производители применяют 
Международный стандартный образец биологической 
активности, Европейский биологический референс-
препарат или откалиброванные по международному 
или европейскому стандартам стандартные образцы 
предприятия, процедура аттестации которых не 
регламентирована. Все это не позволяет корректно 
сопоставлять характеристики препаратов разных 
производителей. Кроме того, использование между-
народных стандартных образцов ставит российских 
производителей в зависимость от владельцев данных 
стандартов и от курса валюты.
Таким образом, анализ публикаций, посвященных 
структуре, функциям, механизму действия эритропоэ-
тина, позволяет сделать следующие выводы:
1. Рекомбинантный эритропоэтин человека, вхо-
дящий в состав лекарственных препаратов в качестве 
активного компонента, представляет собой смесь 
изоформ с различной биологической активностью, 
которые определяют биологические свойства, фарма-
кологическую активность, фармакокинетику, терапевти-
ческую эффективность и безопасность лекарственного 
средства.
2. Несмотря на множественность и разнонаправлен-
ность фармакологической активности эритропоэтинов 
(стимуляция эритропоэза и неоангиогенеза, блокирова-
ние апоптоза), данные препараты в настоящее время 
контролируются только по способности стимулировать 
эритропоэз, по которой дозируются и применяются.
3. В связи со сложностью структуры и полифунк-
циональной активностью эритропоэтинов стандартные 
образцы должны удовлетворять следующим принципам: 
– структурно-функциональное подобие стандартизи-
руемым препаратам и международному стандартному 
образцу;
– сопоставимость фармакокинетических свойств 
референтному препарату;
– адекватность метода определения специфической 
активности механизму действия при терапевтическом 
применении препарата.
4. Значимость препаратов рчЭПО в клинической пра-
ктике, необходимость точной оценки их специфической 
активности и отсутствие соответствующих стандартных 
образцов в РФ обуславливает актуальность разработки 
и аттестации отечественных стандартных образцов 
для определения биологической активности и оценки 
физико-химических показателей лекарственных пре-
паратов эритропоэтинов.
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